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要旨
種 々 の 癌に お い て 転写調節領域 の 異 常メ チ ル 化 によ り発 現が低 下 し ､ 発 癌と関
連す る と考えられ る複数の 遺伝子 が 報 告 され て い る ｡ 肝 細胞癌に お い て も p
16INK 4a 遺伝子 の 異常が報告 され て い るが ､ 他 にも複数 の遺伝子 が 同様 の 機序 に
より発 現が 低下 して い る可能性が ある ｡ そ こ で ､ メ チ ル 化酵素阻害剤と cDNAマ
イ ク ロ ア レイ を用 い ､ 異 常メ チ ル 化 に伴う転写抑制 が認 め られ る遺伝子 の検討
を行な っ た｡ 6種類 の肝癌培養細胞(HL E, HuH7, HepG2, PLC/PRF/5, Hep3B, HuH6)
をメ チル 化酵素阻害剤 5- a zaCdR処理 の 前と後 で抽出 ､ 精製 した poly(A)
+
RNAを
標識 して プ ロ ー ブと した ｡ 癌に 関連す る既知 の 遺伝子 557個が ス ポ ッ トされた
cDNAマ イ ク ロ ア レ イ を用 い ､ 5- a z aCdR処理 に より発 現が 上昇する遺伝子を解析
した o プ ロ モ ー タ ー 領域 cpG 配 列 の メ チ ル 化を確認す るた め､ 抽出 した DNAを
sodium bisulfite で 処理後､ 塩基配列 を決定 したo また ､ 一 部の 遺伝子 に つ い
て は メ チ ル 化特 異的プライ マ ー に より肝 細胞癌標本 の 癌部､ 非癌部 にお けるメ
チ ル 化 を検討 した. 上記 6種類 の各培養細胞 にお い て 5 - a z aCdR処理 に より 5倍
以上発現 が増加 して い た遺伝子 は ､ それ ぞれ 11､ 14､ 9､ 7､ 11､ 19種類で あ っ
た
｡
こ れ ら遺伝子 の中で複数の培養細胞株 で 5倍以 上発 現が増加 して い た遺伝
子 は 14個で ､ そ の うち転写調節領域の CpG アイ ラ ン ドに異常メ チル 化 がみ られ
た の は E- cadhe rin
､
HAI 2
､ IGFBP2､ COLIA2､ CT GF､ Fibro n e ctln l の 6種類 の
遺伝子 で あ っ た｡ こ の うち HAI 2で は､ 高頻度に癌部特異的に異常メ チ ル化が
認 め られた ｡ メ チル 化酵素阻害剤と cDNAマ イ ク ロ ア レイ を組 み合わせ る こ とに
′
より ､ 異常メ チ ル 化 に より転写が抑制され て い る遺伝 子 の 網羅 的解析が可能で
あ っ た ｡ そ の 中で ､ HAI 2は HGF の活性 を抑制す ると考えられ て おり ､ 異常メ チ
ル 化 に よ る発現抑制を介 して ､ 癌の 増殖や浸潤 に 関与する 可能性 が示唆された｡
は じめ に
我 が 国 にお ける肝細 胞癌の年 間死 亡者 は約 3 万 5千人 で ､ 男性 で は第 3位 で
ある ｡ そ の 肝細胞癌の 9 0%以上が肝炎 ウイ ル ス の 持続感染に とも なう慢性肝
炎 ､ 肝硬変 を発 生母地と して お り ､ B 型肝 炎 ウイ ル ス (HBV) が約 1 5% ､ C型
肝炎ウイ ル ス (HCV) が約 8 0% を占め る ｡ 肝細胞癌に お ける発癌機構 に つ い て
は ､ ウイ ル ス 発 癌と遺伝子異常の観点か ら種 々 検討 されて い る ｡
B 型肝癌で は ウイ ル ス D N Aが高頻度に染色体D N Aに組み 込まれて い る｡
我々 も以前に ､ サザ ン プ ロ ッ ト法 に より 1 2例全例 に HBVDNAが組み込まれ て い
る こ とを示 した 1)｡ ま た ､ ノ ー ザ ン プ ロ ッ ト法 により ､ 組 み込まれ たウイ ル ス 遺
伝子と隣接す る宿主遺伝子 の融合遺伝子と考えられる RNA の存在を報告 した2)｡
これ らウイ ル ス 遺伝子 の 組 込み は染色体の 転座 を引き起 こ したり ､ 稀で は ある
が隣接す る遺伝子 に シ ス に働い て発現 に 異常をきたす可能性がある ｡ H 】∋Ⅴ の
Ⅹ 蛋 白は宿主遺伝子にトラ ン ス に働い て 発現 を活性化する こ とがわか っ て おり ､
Ⅹ 蛋白発 現 トラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウス で は肝癌の 発生が 報告され て い る 3). 一 方 ､
C型肝癌で は B 型 と異なりウイ ル ス 核酸 の 染色体 へ の 組 み込み は なく ､ ウイ ル
ス の 産生す る コ ア蛋 白や Non - str uctu ral(NS)3 蛋 白に Tra n sfor mation 活性が ､
NS5 A のア ミノ端 を欠 い た蛋白に tra n s activ ation 活性 が報告され て い る｡ また ､
HCVc ore 蛋白発現 トラン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス で 高率な肝細胞癌の 発生 が報告さ
れて い る4)｡
遺伝子異常に 関 して は ､ 多く の 肝細胞癌で染色体の 欠失や癌抑制遺伝子 p53
や Rb遺伝子などの異常が報告され て い る ｡ p53 は 細胞周期とア ポ.ト - シ ス の 制
御に 関連す る キ ー とな る遺伝子 で ､ 殆 どの 癌で約 5 0%の 異常が報告されて い
る ｡ 我 々 の 以前の 検討5) で は ､ 肝細胞癌20例 中p53遺伝子 の 点突然変異は 3例
(1 5% )にみ られ ､ コ ドン 176(エ ク ソ ン 5)､ コ ドン 236(エ ク ソ ン 7)､ コ
ドン 294(エ ク ソ ン 8) の 3 ケ所で あ っ た｡ p53遺伝子の ある染色体 17p の LOH
(Lo s s of hetero zy goslty)は 1 4例中 5例 (36%) に認 められ ､ 全体で は 20例
中6 例 (3 0%) に異常が みられ た｡ p53 の異常は ､ 腰痛径 3c m 以上 の 進行 し
た肝癌にみ られ ､ 肝 癌進展 の 後期に関与する遺伝子異常と考えられた｡ 肝発癌
の初期 に関与する遺伝子異常に 関 して は良くわか っ て い ない o 近年 ､ プ ロ モ ー
タ ー 領域の 異常メ チ ル 化 によ る遺伝子発現 の 低 下が発癌､ 特に 初期 の 病態 に 関
与 して い る の で は ない かと言われて い る ｡ Rb 蛋白の機能 を調節す る CDK4/6 の活
性 を抑制す る p16INK4a は 癌抑制遺伝子 と考え られ て お り ､ 肝細胞癌 で は こ の 遺
伝子 の変異は 殆 どみられず､ プ ロ モ ー タ ー 領域の 異常メ チ ル 化 に よる遮伝子 の
発 現低下 が 関与 して い ると報告されて い る ｡ 我 々 の検討6) で も ､ 肝癌 39例 の う
ち癌 部 で は 27例 (69%) に異常メ チ ル 化 が認 め られ た が ､ 非癌部 で は 23例 中
1例 (4% )の み で あ っ たo
癌細胞 で は ､ 一 般に遺伝子全体で 見 ると CpG ア イ ラ ン ドの 低メ チ ル 化が おき
て い る7) が ､ 癌抑制遺伝 子 な ど特定 の 遺伝子 の転写調節領域の異常メ チル 化 に
よる発 現低 下が種 々 の 癌の 発生 に密接 に 関連 して い る こ と が示 され て い る ｡ 肝
細胞癌 で も ､ p16IN K4a 遺伝子 の プ ロ モ ー タ ー 領域の 異常メ チル 化 が高頻度に認
められ る が ､ 他 に も同様 の 機序で複数 の遺伝子 の 発現 が 抑制 され て い る可能性
が あ る ｡ そ こ で ､ メ チル 化酵素阻害剤と cDNAマ イ ク ロ ア レイ を用 い ､ 6種類の
肝癌細胞株 にお い て異常メ チ ル 化 に伴う転写抑制が認 め られ る遺伝 子 の 検討 を
行 な っ た8, 9)0
対象およ び方法
1) 培養細胞 と5- a z aCdR処理
6 種類 の 肝癌培養細胞 (HLE, HuH7, HepG2, PLC/PRF/5, Hep3 B, HuH6) は ､
10% 牛胎児血清と 1% ペ ニ シ リ ン/ ス トレ プ トマ イ シ ン含ん だ DMEM培養液を用
い ､ 5%CO2 を含 む 大 気 下 で 37℃ で 培 養 し た o メ チ ル 化 酵 素 阻害剤 で あ る
5- Az a- 2 - deoxycytidine (5 1 aZaCdR) は 1 〟M にて 9 6時間培養顔中に加えた ｡
5- a z aCdRを含ん だ培養液は 24時間毎に交換 した｡
2) cDNAマ イ ク ロ ア レイ によ る解析
6 種類の 肝癌培養細胞 か ら AGPC法 で total RNA を抽出 し ､ oligo dTカ ラ ム
を用 い て poly(A)
+
RNAを精製 した｡ 1 LLg の poly(A)'RNA を鋳型と し､AMV Rev erse
Tr a n s cripta s eに よ る逆転写反応で Cy3- dUTPを取り込ま せプ ロ ー ブと したQ 同
様 に ､ 5 - az aCdR未処理 の 培養細胞 か ら得られた poly(A)
+
RNAは Cy5- dUTP で標識
した｡ これ らを混合 し ､ 癌に関連す る既知 の 遺伝子 557種類が ス ポ ッ トされた
cDNA マ イ ク ロ ア レイ (宝酒造) 上で ハ イ プリ ダイ ゼ - シ ョ ン を行 い ､ 5- az aCdR
処理 により発 現が 上昇 す る遺伝子を解析 した ｡
3) sodium bisulfite 遺伝子 シ ー ク エ ン ス 法
遺伝子プ ロ モ ー タ ー 領域の CpG アイ ラ ン ドのメ チ ル 化状態を調 べ るために ､
肝 癌培養細胞 か ら抽出 した DN A l〃 g を He r ma n らの 方法 1 0) で 50℃18時 間
bis ulfite 処理 を行 な っ た後 ､ pcR法 で 増幅 した｡ pcR産物 は ､ TOPO TAク ロ ー
ニ ン グ ベ ク タ ー (In vitr oge n) を用い て ク ロ ー ニ ン グ し､ それぞれ 10個ずつ の
ク ロ ー ン を ABI PRISM Dye De o xy Ter min ator Cycle s eque n cing キ ッ ト (Ap plied
Bio systems) で反応 し､ ABI 377 DNA Seque n cer を用 い て 塩基配列 を決定 した｡
4) メ チ レ ー シ ョ ン特 異的 pcR法
外科的切除 に より得られた 1 0例 の 肝細胞癌症例 の癌部､ 非癌部の凍結組織
より抽出 した DNA を用 い て ､ 遺伝子 プ ロ モ ー タ ー 領域 の CpG アイ ラ ン ドの メ チ
ル 化状態 を調 べ た8 ､ 9)｡
成績
1 . cDNAア レイ の 結果
6 種類の 培養細胞 (H LE, HuH7, HepG2, PLC/PRF/5, 臼ep3B, HuH6) にお い て
5- az aC dR処理 に より 5倍以上発現 が増加 して い た遺伝子 は ､ それぞれ 11､ 14､
9､ 7､ 11､ 19種類 で あ っ た ｡ こ れ ら遺伝 子 の 中で複数 の培養 細胞株 で 5倍 以上
発 現が増加 して い た遺伝 子 は 14個で ､ H GF- a ctlv atorinhibitor type2(HAI 2)､
E- c adherin､ COLIA2(pro c ollagen ty pel alpha 2)､IGFBP2(in sulin - like gro wth
fa ctor binding protein
-2)､ CTGF(c onn e ctive tis s ue gr owth fa ctor)､ FN l
(fibro n e ctin 1) ､ CyclinA2 ､ ITGAV(Integrin α Ⅴ ) ､ RHAMM
(hyalu ro n an - m ediated m otility re c eptor)､ CSEIL(chrom os o m e s egr egation
卜1i ke､) ､ Lu mic a n､ RhoGD I(Rho - dis s ociation inhibitor beta) ､ COL3Al
(collage n typeⅢ alpha 1)､ Oste o n e ctin で あ っ た｡
上記 1 4個の 遺伝子 に つ い て プ ロ モ ー タ ー 領域にメ チ ル 化 の 標 的と な る CpG
アイ ラ ン ドが存在する か どう か を調 べ た と こ ろ ､ Lu mic an､ RhoGDI､ COL3Al､
Oste one ctin の 4個の 遺伝子には存在 しな い こ とが解り ､ こ れ ら遺伝子 の 発現 上
昇は 2次的なもの で ある と考えられた｡
CpG アイ ラ ン ドを有する 1 0個 の 遺伝子 の メ チ ル 化酵素阻害剤処理後 の 発現
の 変化 を表 1 に示す｡ 数倍 か ら数百 倍 の 遺伝 子発 現量 の 変化が み られ ､ 細胞 に
より 異 なり多様 で あ っ た (文献 ふ か い)｡ マ イ ク ロ ア レイ の 結果 を確認す る ため
5- az aC dR処理前後 の 細胞 か ら抽出 した total RNAを用 い て RIJPCR法 に より遺伝
子発現量 の変化を検討 した と こ ろ ､ 脱 メ チ ル 化剤処理 に より こ れ らす べ て の 遺
伝子発 現が 上昇 して い る こ とが確認された (data n ot show n) 9)｡
2 . プ ロ モ ー タ ー 領域メ チ ル 化状態 の検討
プ ロ モ ー タ ー 領域の 異常メ チ ル 化 が直接転写 の抑制 に 関与 して い る か どう か
を確認す るため ､ s odiu皿 bisul fite 遺伝子 シ ー ク エ ン ス 法 に よりプ ロ モ ー タ ー
領域の CpG配列 の メ チ ル 化 の 検討 を行 な っ た｡ 1 0個の 遺伝 子 の うちCycllnA2､
Integrln α Ⅴ ､ hyalu ro na n- m ediated motility re c epto r ､ chro m o s o m e
segregation 卜1ike の 4個は ､ どの 培養細胞 にお い て も殆 どメ チル 化 が認 め ら
れず ､ 脱メ チ ル化剤処 理 に よ る遺伝子 発現 の 上昇 は 2次的 なもの と考えられた ｡
HAI 2遺伝子 プ ロ モ ー タ ー 領域の CpG アイ ラ ン ド の 解析で は ､ 5- azaCdR処 理
により著明 に発現量の 増加 した HLE､ HuH7､ Hep3Bに お い て は高度にメ チル 化 が
認 め られた が ､ HepG2､ HuH6にお い て はメ チ ル 化 が 一 定 の領域と 一 部の ク ロ ー ン
に限定され て い た ｡ 一 方 ､ PLC/PRF/5 では プ ロ モ ー タ ー 領域の メ チ ル化 は ほ とん
ど認 め られ なか っ た｡ 従 っ て ､ 各細胞 にお けるメ チ ル 化 の 頻度 は マ イ ク ロ ア レ
イ の 結果 と良く相 関 して い た 9)｡
E- c adhe rin は 5- a z aCdR処 理に よ り HepG2 では 8 . 7倍 に増加 しメ チ ル化 の 程
度と良く相関 して い た が ､ 他 の 5種類 の 肝癌細胞で は低メ チ ル化淡態で あ っ た｡
従 っ て ､ HuH7を含め他 の 培養細胞 で発現上昇がみられた要因と して は 5- a z aCdR
処理 によ る 2 次的な遺伝子発現の変化によ る可能性 が考えられた8)0
HLEと Hep3Bで は プ ロ モ ー タ ー 領域の 一 部にメ チル 化が認 められ ､ もともと の
IGFBP2遺伝子 の 発現 畳は低か っ たが ､ 脱メ チル 化剤処理 に より Hep3Bで は発現
畳 の 増加 が み られ た｡ HepG2で は高度なメ チル 化 がみ られたが ､ 脱メ チル 化剤処
理 に より遺伝子発 現 の 上昇 は認 め られ なか っ た｡ HuH7､ PLC/P RF5･､ Hu[I6で はプ
ロ モ ー タ ー 領域の メ チ ル 化 は認 め られず ､ 脱メ チ ル 化剤処理後 の 上昇は 2 次的
なもの と考えられた8)0
HuH6は CTGF遺伝子プ ロ モ ー タ ー 領域に 高度の メ チ ル化 がみ られ ､ 脱メ チ ル 化
剤に よる発現 の 増加 が認 め られ たが ､ HLE, HuH7, Hep3B, PLC/PRF/5 に はメ チ ル
化 は認 め られず､ 脱メ チル 化剤による発現 上昇は2次的なもの と考えられた8)｡
FNlは どの 培養細胞 で も高度の メ チル 化がみられ たが ､ Hep3 Bと HuH6で は も
ともと の 発現量が高く ､ 他 の 4種類の細胞と Hep3Bで は脱メ チル 化剤 に より発
現 の 増加 が認 め られた8)0
Bistll fite s eque n cing 法に よ る プロ モ ー タ ー 領域の DNAメ チ ル 化 を検討 した
代表例と して ､ COLIA2 遺伝子 の結果を Figure l に 示す ｡ coLIA2 は ､ マ イ ク ロ
ア レイ の 結果 で は 5- a z aCdR 処理 により HuH7､ Hep3B､ PLC/PRF/5 の3 種類の 細
胞 で発 現量が 5倍以上増加 して い た (Table 1)｡ プ ロ モ ー タ ー 領域の CpG アイ
ラ ン ド の 解析 で は ､ もともと発現量が低く 5- a z aCdR処理 により発現畳 の増加
した Hep3B､ PL C/P RF/5 では比較的高度にメ チル 化が認め られたが ､ もともと発
現 量 が 高か っ た HuH7 で は メ チ ル 化 の 程度は軽か っ た｡ HepG2､ HuH6､ 乱E は
5- a z aCdR処理に より 発現量の 増加 は軽度で あ っ たが ､ メ チ ル化 の 程度は HuH6､
HLEは 軽度で あ っ た の に 対 し ､ HepG2 で は 比 較的高度の メ チ ル 化 がみ られ た
(Figu r e1)0
3 . ヒ ト肝癌組織に お ける遺伝子メ チ ル 化状態の 検討
肝細胞癌 10例 に おける H AI 2遺伝子プ ロ モ ー タ ー 領域の メ チ ル 化状態を ､ 凍
結肝組織か ら抽出 した DNAを用 い て メ チ レ ー シ ョ ン 特異的 p CR法 に よ り検 討 し
た ｡ HAI 2遺伝子 は癌部で は 8 例が メ チ ル化 状態 で あ るの に比 し､ 非癌部 で は 1
例 の み が メ チ ル 化 状態で あり ､ 臨床検体にお い て も癌部 で は高率に メ チ ル 化 が
認 められ る こ とがわか っ た (Table2)｡ 代表例 をFigu re 2 に 示す｡ 症例 1 では
癌部に の み メ チ ル 化 がみ られ ､ 症例 2 では 癌部､ 非癌部ともに 非メ チ ル 化 の 状
態で あ っ た｡ 他の COLIA2､ IGFBP2､ CTGF､ FNl遺伝子 の プ ロ モ ー タ ー 領域の メ
チ ル 化状態 は ､ I GFBP2が癌部 で 高頻度で あ っ た が ､ 非癌部で も同等 で差 が みら
れ な か っ た ｡ しか し ､ メ チ ル 化 特異的な pcR のバ ン ドは ほ と ん どの 症例 で癌部
の 方 が 非癌部 よ り 明らか に強く認 め られ た｡
考察
近年 ､ cDNAマ イ ク ロ ア レイ と DNAメ チ ル 化阻害剤を用 い て 大腸癌 で 発現の 上
昇す る遺伝子 の 網羅的検討 が報告 され て い る1 1). 今回我 々 は ､ 5 - a z aCdR処理 し
た肝癌培養細胞と しな い 細胞 で ､ 557 の癌関連遺伝 子 の 発現の 違い を マ イ ク ロ ア
レイ を用 い て 比 較 した o 557個 の遺伝子 の うち脱メ チル 化剤処理 に よ り複数の培
養細胞株 で発 現が 5 倍以上上昇 した遺伝子は 14個 (2. 50/.)､ そOjうちプ ロ モ ー
タ ー 領域 に CpG アイ ラ ン ドを有す る遺伝子 は 10個 (1. 8%)､ さらにそ の CpG ア
イ ラ ン ドの メ チ ル 化 に より遺伝子発現が抑制され て い る と考えられた遺伝子は
6個 (1. 1%) で あ っ た ｡
そ の 6 個の 遺伝子 の 中で ､ HAI 2は HGF a ctivator 活 性 の 抑 制 を介 して
Hepato cyte gro wth fa ctor の 活性を抑制すると考えられており ､ そ の 遺伝子発
現 が多く の肝癌培養細胞と肝細胞癌組織で 異常メ チ ル 化 により抑制されて い る
こ とが示 され た ｡ そ の 結果と して細胞増殖促進 ､ 細胞運動促 進 ､ 抗ア ポ ト ー シ
ス 作用 を有す る HGF活性 の 制御が不十分となり ､ 癌の 増殖や浸潤に関与する の
で は ない かと考えられた｡ 最近 ､ ヒ ト脳腫癌 gl ioblastoma で も組織分化度が低
くなる に つ れ HAI 2遺伝子 の 発 現が低下す る こ とが示 され て い る｡ 腫療培養細
胞 に HAI 2遺伝 子 を導入 す ると細胞 の 浸潤 性が抑制され る こ とか ら､ HAI 2は細
胞外基質を分解す るプ ラ ス ミ ンや セ リ ン プ ロ テ ア ー ゼ活性を直接抑制すると考
えられ て い る 1 2)0
E- c adherin は 上皮細胞 の 接着に関与 し､ 細胞 内 で α - ､ β - ､ γ - カ テ ニ ンと
の 結合を介 して 細胞骨格ア クチ ン と結合 して い る. E- c adh6rin 遺伝子 は染色体
16q2 2. 1 に あり､ 肝癌組織で は高頻度に こ の 領域の LOHが認 め られて おり ､ ま た
プ ロ モ ー タ ー 領域の メ チ ル 化に よ る遺伝子発現の 低 下と発癌と の 関連 も既 に報
告 され て い る1 3)｡ ま た E- c adherin の 裏打 ち蛋 白の 一 つ で あるβ - カテ ニ ン は
a xin l
､
APC
､ GSK3βととも に ､ Wnt シ グナ ル 伝達系 を介して細胞増殖に 関与 し
て い るが ､ 肝癌で は約 3割に遺伝子変異に よる異常が認められて い る 1 4)0
他 の 4 個の 遺伝子は ､ ヒ ト肝癌組織で癌部だけで なく非癌部で も同程度にメ
チル 化が認 められ たが ､ MSPに よるバ ン ドは癌部の方 が強 い ことか ら､ 量的な違
い が 示唆された｡ また ､ 正 常肝 か ら慢性肝 炎 の 進展に伴い 徐 々 にメ チ ル 化 が生
じて い る可 能性 もあ り 非癌部 にお けるメ チ ル 化の 意義 を検討す る必 要 が ある ｡
COLIA2遺伝子 の 発 現は細胞 の 癌化 に伴い減少 し ､ こ れに は遺伝子 プ ロ モ ー タ ー
領域の メ チ ル 化が 関与 して い る こ とが知 られ て い る1 5)0 IGFBPは フ ァ ミ リ ー を
形成 して おり ､ IGFと血中で結合 しその 機能 を調節 して い る と考えられ て い る｡
I GFB P2は胎児肝 や成 人脳 で発現 が 高く ､ ヒ トの 前立腺癌や脳腫療グリオ ブ ラ ス
ト - マ で 強 い 発現 が認 め られて い る 1 6)o 一 方 ､ 食道癌 で は発現 の 低 下が認 め ら
れ て お り 1 7)､ 組 織 に よ り働き が異な る の か も知 れ な い ｡ 同 じ フ ァ ミ リ ー の
IGFBP3は肝細胞癌で プ ロ モ ー タ ー 領域の メ チル 化 によ る発現低下が報告され て
い る
‡ 8)
0 cTGFは様 々 な組織 の 線維化や疲痕形成 ､ 創傷の 治癒 ､ 血 管新生 ､ 骨 の
形成などに 関与 して い る ｡ TG トβの 下流 に ある遺伝子 で ､ TGF- β の 持 つ 種 々 の
生 理活性 の うち特 に線維化 に 関連 した作 用 を起こ す が ､ 乳癌培養 細胞 で は ア ポ
ト ー シ ス に も関与 して い る と報 告され て い る1 9)0 FNlは細月包接着､ 細胞運動や
細胞 形態の 維持 に 関わ る糖蛋白 で ､ 多く の 腫癌細胞 で 発 現 の低下 が報告 され て
い る ｡ FNlの 発 現減少 によ り細胞接着の低下や接触阻止機構 の 喪失が もたらされ ､
腫療細胞 に有利 に働くと考えられ る2 0)0
557個の 遺伝子 が ス ポ ッ トされ た マ イ ク ロ ア レイ か ら､ 異 常メ チ ル化 に より発
現が直接抑制され て い る遺伝子 6 個 (1. 1%) が抽出された｡ こ れ ら遺伝子 の中
に は細胞 の 増殖､ 浸潤 に 関連 した遺伝子 が あり ､ 今後 ､ こ れ ら遺伝子 の機能異
常と発癌と の 関連をさらに検討す る必要 がある｡ 現在 ､ 4600個 の 遺伝子 が ス ポ
ッ トされ た マ イ ク ロ ア レイ を用 い て 同様 の 検討 を行 な い ､ さ らに数十 の候補遺
伝子が抽出され て い る｡ メ チル 化酵素阻害剤と cDN Aマ イ ク ロ ア レイ を組み合わ
せ る こ と によ り ､ 異 常メ チ ル 化 によ り転写が抑制され て い る遺伝 子 の 網羅 的解
析が 可能 で あり､ 候補遺伝子 は今後さらに増えて く る と考えられ る ｡ 二 れ ら遺
伝子 の 機能 ､ 発 癌との 関連を調 べ る こ と に より ､ 発癌機構 の解明 ､ 肝 癌の 治療
- つ なが ると期待される ｡
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